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H2N-CHRC00H in which R is an aliphatic, aromatic or heterocyclic gp. 
and is e.g. ala, val, leu, ser, thre, cys, methionine, pro, lys, arg, 
his, glutamic acid, glu, aspartic acid, asp, phenyl, tyr, tryptophan, 
norvaline, norleucine, ornithine, 2, 4-diaminobutyric acid, 
alpha-aminobutyric acid, pref. isoleucine each in L configuration, 
alpha-aminosiobutyric acid and in the cases of trif unctional 
aminoacids, the cores. N or C omega or 0 or D substd. derivs . are m 
the L-config., esp. N omega-acyl, C omega or D-benzylamino acids; or A 
= an alpha- iminocarboxylic acid of structure (a), where n = 2,3 or 4 
and is e.g. L-acetidine-2-carboxylic acid, L-proline, L-pipe-colonic 
acid and related cpds . such as L-3, 4-dehydroproline, L-thioproline and 
the corresp. halo-, N02, 0H-, CN- lower opt. branched alkyl or 
alkoxy-substd. derivs. e.g. L-4-hydroxyproline; B = special 
heterocyclic amines or heterocyclic aminaldehydes; X = an alpha- amino 
protecting gp. conventionally used in peptide chemistry, pref. tert. 
butoxycarbonyl; Z = a side chain protecting gp. (depending on the 
structure of the trif unctional aminoacid) of the teter. butyl type^ 
(tert. butyloxycarbonyl, tert. butyl ester, 0 or S-tert butyl) ; X = OH, 
active ester pref. pentaf luorphenyl or N-hydroxysuccinimide active 
ester pref. pentaf luorphenyl or N-hydroxysuccinimide ester. 

Title Terms: INHIBIT; DI; PEPTIDYL; PEPTIDASE; IV; CONSIST; AMINOACID; 
AMIDE; ISOLEUCINE; PYRROLIDE; THIAZIDE; PROLINOL; THIO; PROLINOL 

Derwent Class: BOS 

International Patent Class (Additional): C07D-277/04; C07D-295/04; 

C07D-403/02; C07D-409/02; C12N-009/99 
File Segment: CPI 

Manual Codes (CPI/A-N) : B06-D01; B07-H; B12-F04; B12-F05; B12-G01B3; 
B12-G07; B12-H02; B12-H04; B12-K04A 

Chemical Fragment Codes (M2) : 

*01* DOlO DOll D020 D601 FOll F012 F013 F014 F019 F400 F410 F423 F433 

F499 F511 F513 F521 F553 F599 F610 F653 F710 GOOl GOlO GOll GlOO HI 
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Abstract (Basic): DD 270382 A ^ . ^ ■ ^ n 

In a new procedure for the colorimetric determination of dipeptidyl 
peptidase IV (DP IV) in human and animal material, a substrate of the 
formula R-Pro-NH-NH2 (I) (where is a proteinogenic amino acid), pref 
glycyl-L-proline hydrazide or L-alanyl-L-proline hydrazide, is used 
which is specifically cleaved by DP IV at pH 7.0-10.0 to give R-Pro 
{ID and hydrazine, and the enzymatically released hydrazine is reacted 
with p-dimethylamino-benzaldehyde (III) in alcoholic HCl soln with 
simultaneous terminationm of the enzymatic reaction to give a dye which 
is then determined colorimetrically . 

USE/ADVANTAGE - Determination of DP IV (EC 3.4.14.5) in body fluids 
as a marker for Tm lymphocytes in the differential diagnosis of 
diseases with lymphocytic reaction and of immunodeficiency syndromes 
due to various causes (eg AIDS). Determination of DP IV is also of use 
in basic biotechnological research in the analysis of enzyme kinetic 
problems and of proteolytic processes involving the release of 
degradation of pharmacologically and physiologically active peptides. 
Simple, automatable procedure suitable for use in any medical 
laboratory. 
0/0 
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COLOUR; REAGENT 
Derwent Class: B04; D16; S03 

International Patent Class (Additional): C12Q-001/36; GOlN-033/52 
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*01* FOll F012 F423 HI HlOO H181 H2 H211 JO J012 J3 J311 J371 KO K6 K620 
M280 M311 M312 M321 M331 M340 M342 M349 M381 M391 M413 M430 M510 
M521 M530 M540 M782 M903 M904 N102 P831 Q233 Q505 9001-02301-D 
9001-02301-M 

*02* G013 GlOO HI H103 H141 J4 J431 M210 M211 M273 M282 M320 M414 M430 
M510 M520 M531 M540 M782 M903 M904 N102 P831 Q233 Q505 R00699-D 
R00699-M 
Chemical Fragment Codes (M6) : 

*04* M903 P831 Q233 Q505 R309 R514 R611 R623 R627 R632 
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(57) Oie Erfindung betrifft ein Verfahren zur kolorimetrischen Bestimmung von Oipeptidylpeptidase IV (OP IV). das 
da<iujrch geVennzeichnet ist daS vorzugsweise das Substrat Glycyl-L-Prolin-hydraz»d die Bestimmung von Aktivitaten 
dec OP IV sowohl mit einer rnanuellen Zweipunktmethode als auch mit einem automatisiertem Verfahren nach dem 
.fiGviv stream'-Prinzrip mit hoher Spezifitat und analytischer sowie diagnostischer Sensitivitat ermoglicht Oas 
vonrugsweise eingesetzte Substrat Glycyl-L-Prolin-Hydrazid wird durch OP IV in einem pH-Bereich zwischen 7.0 und 
10.Q)5pezffisch zi.- Gfycyl-L-Prolin und Hydrazin gespajten. Letzteres wird mi: p Oimethylaminobenzaldehyd in 
alkcSholisch-salzsauirer Losung zu einem Farbstoff umgesetzt und kolorimetrisch bestimmt. Die Erfindung ist fur die 
theoretische methodische und klinische Enzymologie und fur die medizinische Oiagnostik und Veriauf sbeobachtung 
specieller Krankheiten, wie z. B. bestimmter Krebserkrankungen und Immunmangelsyndrome von Bedeutung. 




ISSN 0433-6461 



^ Seiten 



Patentanspruche: 



-1- 270 382 



1. Verfahren zur kolorimetrischen Bestimmung von Dipeptidylpeptidase IV (OP IV) in menschlichem 
und tierischem lintersuchungsmaterial, gekennzeichnet dadurch, daS zur Bestimmung ein 
Substrat der Formel R-Pro-NH-NH^ worin R fur eine proteinogene Aminosaure steht, 
vorzugsweise aber G!ycyl-L-ProHn-hydrazid Oder L-Alanyl-L-ProIin-hydrazid eingesetzt wird, das 
durch DP IV in einem pH-Bereich von 7,0-10,0 spezifisch zu R-Pro (R in deirobigen Definition), 
vorzugsweise aber zu G!ycyl-L-Pro!in bzw, L-^lanyl-L-ProIin und Hydrazin gespalten wird und das 
enzymatisch freigesetzte Hydrazin mit p-Oimethylaminobenzaldehyd in alkohotischer salzsaurer 
Losung unter gleichzeitigem Abbruch der Ehzymreaktion zu einem Farbstoff umgesetzt und 
kolorimetrisch bestimmt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daS das entsprechende Substrat der Formel 
R-Pro-NH-NHj, wbrin R fur eine proteinogene Aminosaure, vorzugsyveise fur Glypin oder L-Aianin, 
steht, aus Y-R-Pro-X, worin R wie oben definiert ist, X fur eine Estergruppierung, vorzugsweise 
Methyl-, iEthyl-, Benzyl- oder Phenacylester und V fur Benzyioxycarbonyl, p- . 
Me^hoxybenzyloxycarbonyl, Biphenylisopropyloxycarbonyl, a,a'-DimethylbenzyIoxycarbonyl, 
o-Nitrophenylsuifenyl oder vorzugsweise tert. Butyloxycarbonyl stehen/aufgebaut, durch 
Verknupfung von Y-R-OH mit Pro-X nach den in der Peptidchemie ubiichen Techniken durch 
Hydrazinolyse und anschlie&ender acidolytischer oder hydrogenolytischer Abspaltung des 
Restes Y nach den in der Peptidchemie fur diese Aminoschutzgruppen ubiichen 
Oebiockierungsbedingungen erhaften wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet dadurch,daB das jeweilsverwendete Substrat in 
Form eines Salzes, vorzugsweise als Dihydrochlorid eingesetzt wird, 

4. Verfahren nach Anspruch 1,2 und 3, gekennzeichnet dadurch,daQsowohl eine Vorfeld- und 
Differentialdiagnostik als auch eine Verlaufs- und Therapiekontrolle von Krankheiten, vorzugsweise 
bestimmter maligner Erkrankungen und Immunmahgelsyndrome, wie z. B. AIDS, nach einem 
einfachen Verfahren moglich ist 

Anwandungsgeblet der Erftndung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur kolorimetrischen Bestimmung von Dipeptidylpeptidase IV (OP IV) (Ec 3.4.14.5) in 
menschlichem und tierischem Untersuchungsmaterial zur Ldsung biochemisch-wissenschaftlicher und medizinlsch- 
diagnostischer Aufgaben. 

Die Bestimmung von OP IV-AJclivitaten in Kdrperflussigkeiten vomehmlich als Marker fur TM-Lymphozyten gewinnt zunehmend 
an Bedeutiing in der enzymologischen Differentialdiagnostik von Erkrankungen mit lymphozytarer Reaktion und von 
Immunmangelsyndromen verschiedener Atiopathogenese. 

Die Anwendung der DP IV in der biochemischen Grundlagenforschung betrifft die Abklarung enzymkinettscher Probleme und 
die Stellung des Eruyms innerhatb proteolytischer Prozesse unter Freisetzung od*er Abbau pharmakologtsch und physiologisch 
akt'rver Peptide. 

Die Erfindung ist damit fur die biochemischen und medizinischen Wissenschafteri^ fur Forschung und medizinische Betreuung, 
fur Otagnostik uri J Therapiekontrolle von Interessa und Bedeutung. 

Charakteristik der bekannten technlschan L6sungen 

Zur Bestimmung von Aktivitat der Dipeptidylpeptidase IV wurden bisher ausschlie&lich Methoden auf der Grundlage der 
Subsuate Glycym.-Proliri-4-nitroaniltd, L-Alanyl-t-Prolin-4-nitroarulid bzw. der entsprechenden p-Naphthylamide und 
Coumarihamtde eingesetzt (MHarada et aL Biochinri. Biophys. Acta 705« 288 (1982], Biochim. Biophys. Acta 576. 280 (1979L 
ICImai et aL X Biochem, [Tokyo] 93« 431 (1983]). Die Verfahren mit Verwendung dieser Substrate haben Nachteile: 
— Die Methode unter Verwendung von Gly*Pr€>-p-nitroanilid besttzt aufgrund des vergleichsweise ntedrigen molaren 

Extinktionskoeffizienten der eruymatisch freigesetzten und zu bestimmenden chromogenen Komponente p-Nitroanilin eine 

geringe analytische und dadurch bedingte eingeschrinkte diagnostische Sensitivitat 
~ Alle bisherigen Verfahren erfordern Photometer mit kShetischer Registrierung und sind daher aufgrund der damrt 

verbundenen Inyestitionskosten nicht in alien medizinischen Laboratorien unter okonornischenAspekten praktikabel. Dieser 

Aspekt gewinnt besondere Relevaru bei Einsatz des Verfahrens in der Vorfelddiagnostik. 

Ziel der Erfindung 

Das Ziel der Erfindung besteht in der Entwtcklung einer etnfachen manuellen bzw. nach dem FlieQsystem automatisierbaren und 
in alien medizinischen Laboratorien praktikablen kolorimetrischen Methode zur einzelnen und massenvyeisen Bestimmung von 
AktfvitSten der DP IV in Korperflusstgkeiten zur Fruherkennung, Differentialdiagnostik und Verlaufskontrolle von bestimmten 
Erkrankungen mh Storungen im Immuhsystem mit hdherer diagnostischer Sensttivitat 
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Die Effindung ist vorzugsweise gedacht als MasscfvScrccning-Vcffahren zur cruymologischea Erfassung von 
Immunmangelsyndromea insbesondero von Acquired immuno « deficiency syndrome (AIDS), 

Die Erfindung dient damit der Erfindung v n Qualrtat und Vy^rfcsamkeit in der medtzinischen Betreuung in threr Einheit von 
Prophylaxe, Diagnostik und Therapie und besitzt damit hohe gesundheitspolitische Bedeutung. 



Darlegung des Wesens der Effindung 

Oer Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, fur die kolorimetrische Bestimmung von DP IV Substrate zu entwickein, welche mit 
hoher enzymatischer Spezifitat und analytischer und diagnostischer Sensitivitat die Erminlung der Enzymakiivitaten rx ittels 
einfacher Methodik unter Verwendung einer photometrischen Grundausstanung in alien medizin*schen Laboraton'en bzw. mit 
einem ai itomatisierten Verfahren nach dem .flow-stream '-Pfinzip bei Massenuntersuchungen gestattet 
Erfindu isgemaS wird zur Bestimmung der DP IV-Aktivitat ein Substrat der Formel I 

R-Pro-NH-NHa , (I) 

wobei R fur eine protcinogene Aminosaure steht vorzugsweise aber Glycyf-L-Prolin-hydrazid oder L-Alanyl-L-Prolinhydrazid. 
eingesetzt 

Ihre Darstellung tst dadurch gekennzeichnet daG man Verbindungen der Formel II 

Y-R-Pro-X^ (II) 

worin R fur eine proteinogene Aminosiure, vorzugsweise fur Glydn- oder L-Alanin« X fur eine Estergrjppierung bevorzugt 
Methyl-, Ethyl-, Benzyl- oder Phenacylester und Y fur Benzyloxycarbonyl, p-Methoxybenzyloxycarbonyl, 
Bipheriylisopropyloxycarbonyl, a.a'-Oimethy!benzyloxycarbonyl, o-NitrophenylsuIfenyl oder vorzugsweise fur terL 
Butyloxycarbonyl stehen durch Verknupfung von Y-41-0H mit H-Pro-X nach den in der Peptidchemie ubltchen Techniken, 
vorzugsweise nach der Mischanhydrid-Methode mittels Chlorkohtensaureisobutylester aufbaut durch Umsetzung mit 
alkoholischer Hydrazinlosung in Verbindungen der Formel III 

Y-R-Pro-NH-^iH, (III) 

mit R und Y in der obigen Definition uberfuhrt aus denen man durch acidotytische oder hydrogenolytische Abspaltung des 
Restes Ynach den in der Peptidchemie fur dieseAminoschutzgruppen ublichen Deblockierungsbedingungendas entsprechende 
Substrat gemaQ Formel I erhalt das vorzugsweise als Salz insbesondere als Dihydrochlond fur die kolorimetrische DP IV- 
Bestimmung eingesetzt wird. 

Das entsprecher)de erfindungsgenriaS dargesteltte Substrat entsprechend Formel 1 zeichnet sich dadurch aus, daQ es durch 
DP IV zu R-Pro (R steht fur eine proteinogene Amtnosdure), vorzugsweise aber Gly-Pro oder Ala-Pro und Hydrazin in einem 
pH-Bereich von 7,0 bis 10.0, vorzugsweise zwischen?^ und 8,5 gespalten wird, wobei das enzymatisch freigesetzte Hydrazin bei 
Zugabe von p-Dimethylaminobenzaldehyd in alkoholischer satzsaurerLdsung unter gleichzeitigem Abbruch der Enzymreaktion 
zu einem orangeroten Farbsatztimgesetzt und kolorimetrtsch bestimmt wird. 
Die bei 455 mm gemessene Extinktion des Farbstoffes ist der DP IV-AktivitSt dtrekt proportional. 



Autfuhrungsbeispiete 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Ausfuhrungsbeispielen erlSutert 

Abkurzungen fur Aminos3ure-und Peptidderivate entsprechend lUPAC-lUB Commission on Biochemical Nomenclature, J. Biol. 
Chem* 247, 977 (1972), 

1. Darsteltung von Gtycyl-L-pronn-hY<^razId • 2Hydrochlorid 

8,8 g tert. Butyloxycarbonyl (8oc)-gfYdn in 50ml Tetrahydrofuran warden bei -15*C unter Ruhren nacheinander mit 6,4 ml 
N-Methylmorpholin und 6,5mi Chlorkohlensaurmobutylester versetzt und nach 8 Minuten 6,4ml N-Methylmorpholin und 
sofort danach 8,3g L-Prolin-methylester • hydrochlorid in 30 ml Teuahydrofuran und einigen Tropfen Wasser hinzugefugt Der 
Ansatz wird 1 Stunde bei -15*C und 3 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt Danach dampft man das Ldsungsmittel I Vak. ein, 
lost den Ruckstand in Essigester, wSscht nacheinander mtt Wasser, gesattigter NaHCOrtdsung, Wasser, 5%iger KHSOrtdsung 
und Wasser. Die organische Phase wird uber Na2S04 geuocknet und der Essigester LVak. verdampft Es werden 1 1,2 g Boc-Gly- 
Pro-methylester erhalten. Der geschutzte Dipeptidmethylester wird in 50 ml Ethanol gelost und mit 10 nil Hydrazinhydrat 
versetzt 

Nach 24stundigem Stehen bei Raunnemperatur l3Qt mandas Ldsungsmittel i.Vak. verdampfen. Das erhaltene Produkt Boe-Gly- 
Pro-NK-NHj wird mit Ether verrieben, abgesaugt, sorgfaltig im Hochvakuum uber SchvyefelsSure getrockhet (Schmp. 183 bis 
1 87*C), (alS' « -63,6* - 0,5 in Methanol) und zur Entfemung der Boc-Schutzgru ppe 30 Minuten bet Raumtem peratur mit 1 20 ml 
1,1 n HCI in Essigsiure behandelt Der Ansatz wird LVakJ eingeengt der Ruckstand mit Ether verrieben, abgesaugt und i.Vak. 
getrocknet. 

Ausbeute: 10,7g (60% dTh.) 

Schmp. 198-201 -C 

talo* » -68,6*0 = 0,5 in Methanol 

Dunnschichtchromatographisch einheitlich auf Kieselgelfolie Silufol UV^*, CSSR, in l-ButanoI-Pyridin-Essigs5ure-Wasser 
(30:20:6:24), 1-3uUnol-Cssig$aure-Wasser*Essigester (20:20:20:20) und 2-Butanol-Ameisensaure-Wasser (75:13.5:11,5) 
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2. Kolorimetrische Bestimmjog der DP IV-AktivHit 

0.500ml Substrat-Puffer-Genisch, bestchend aus 16^2mmol/I Gly-Pro-Hydrazid • 2HCI in OiathanoIamin-HCI-Puffer 
(200mm l/I)v mpH9,1,werdanauf37*CtempariartundmitO,020mIS«rumfureina2eitv n 1Smminkubieft.Nachder 
Inkubation werden 5,00ml Farbreagens, bestehend aus 1 V lumonteil einer L6sung v n 4g Oimethylaminobenzaldehyd in 
100ml 9e%igem Ethano! Oder Methanol und 17 Volumenteilen 0,1 N Salzsaure, zugegeben und die Ansatte nach 30 min 
Farbentwicklung bei 455nm gegen einen Leerwert gemessen. 

Diescr Lcefwert wird wte folgt behandelL 0,500ml dcs SubsUat-Puffer-Gemischcs werden 1 5 min bei 37'C inkubiert danach mit 
5,00ml Farbrcagens und anschlieGend mit 0,020rnl Scrum versetzt 

Aus den Extinttionsdiifferenien wird uber einen Hydrazin-Vergleichsansatt oder den molaren Extinktionskoeffizienien die 
Enzymaktivitat in nmol/(s • 1) errechnet 
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